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摘要 : 以 细胞 培养 技术 与 自然 烯 胖 电泳 系统 方法 证 明 、 在 周转 神经 再 生 过 程 中 、 损 黎 的 坐骨 神经 远 策 端 ， 
即 突起 衍生 的 靶 融 官 诱导 神经 突起 的 定向 生长 。 分 析 探 讨 与 神经 诱 向 性 再 生 相 关 的 活性 因子 、 其 结果 提示 在 远 
侧 问 神经 组 织 中 出 现 的 和 kDa 蛋 饭 组 分 具有 很 强 的 诱 向 性 作用 、 诱 导 神 经 突起 在 神经 再 生 过 程 中 能 够 准确 地 到 
达 靶 器 官 。 由 此 说 明 雪 旺 细胞 在 神经 再 生 过 程 中 扮演 着 重要 角色 。 


关键 词 : 神经 再 生 ; 靶 器 官 ; 诱 向 性 作用 机 制 ; 坐骨 神经 ; KE 


中 国 分 类 号 : Q421 ”文献 标识 码 : A 


损伤 后 周围 神经 的 功能 恢复 ,依赖 于 周围 神 径 
的 成 功 发 育 和 和 再生。 要 使 损伤 的 神经 元 存活 ,再生 
轴 突 长 人 相应 的 远 端 神经 雪 旺 细胞 畏 蜡 管 ,并 继续 
生长 至 神经 末梢 与 相应 的 靶 器 官 重建 突 触 联系 
(Lundborg et al., 1987; Fawcett et al. ,1990; Topiko 
et al .,1997)。 由 此 可 知 , 扣 器 官 影响 着 轴 索 的 生长 
方向 和 选择 性 支配 ,其 作用 机 制 可 能 是 靶 源 性 的 化 
学 信号 ,诱导 着 轴 突 的 生长 方向 ,该 现象 称 为 化 学 诱 
向 性 或 神经 趋向 性 (Tessier-Lavigne et al., 1988; 
Heffner et al .、1990)。 然 而 ,在 神经 再 生 过 程 中 , 北 
学 诱 向 性 生长 的 机 制 是 否 重 演 , 正 是 当今 神经 系统 
发 育 与 再 生 这 一 前 沿 学 科 中 的 一 个 重要 的 研究 课 
题 。 笔 者 条 用 细胞 培养 与 电泳 分 析 相 结合 的 技术 ， 
探索 神经 生长 发 育 的 生物 学 规律 及 其 化 学 诱 向 性 生 
长 的 相关 活性 物质 ,从 而 为 进一步 完善 恢复 神经 功 
能 的 化 学 诱 向 性 生长 的 神经 再 生 经 典 理论 提供 实验 
性 佐证 ， 


1 材料 与 方法 


1. 动物 模型 制备 

选择 体重 为 200 ~ 250 g 的 成 年 SD C PL, RE RE 
不 拘 。 在 乙醚 麻醉 下 手术 暴露 右 侧 坐骨 神经 ,于 大 
腿 中 部 将 该 神经 横断 后 分 开 。 术 后 饲养 2 周 ,在 同 
样 麻醉 条 御 下 取 损 伤 的 坐骨 神经 远 柚 断 端 5 mm 备 
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用 。 
1.0 联合 组 织 培养 

取 1~4 日 龄 新 生 的 SD 大 鼠 , 于 乙醚 麻 可 下行 
无 菌 操作 。 取 下 背 根 神 经 节 , 然 后 将 背 根 神经 节 和 与 
损伤 的 上 华 骨 神 经 远 侧 端 和 正常 坐骨 神经 组 织 块 .一 
起 置 于 盖 玻 片上 进行 联合 组 织 培养 。 按 背 根 神 经 
节 ,坐骨 神经 远 便 端 和 正常 坐骨 神经 组 织 块 的 距离 
分 别 为 500 ,1 000,1 500,2 000pm 4 组 ,每 组 均 为 
6 例 。 盖 玻 片 预先 用 100 ug/mL 多 聚 赖 氨 酸 包 被 。 
培养 基 的 配方 采用 MEM 与 RPMI 16401: 12, & 4 
109: RF B ^F il 3E. E 3730, 596 CO; 条 件 下 培养 48 
~72h。 笛 取出 盖 玻 片 ,固定 于 4% FERRE THE 
(0.01 mol/L, pH7.4) 放 置 室温 下 1 h, 然 后 经 由 
0.2%Triton - X 100 处 理 5 min, EX HILAR 
30 min, ŽA a H fe p A Z a gE A - 200 抗体 
(1:100) ££ 8 1 h; 接 着 使 用 Biotin 标 记 的 猪 抗 免 jgG 
(1:500), X hi 3 30 min; 再 与 Strept ABC 复合 物 作 
用 30 min, 最 后 在 DAB 液 中 显 色 反 应 2~Smin。 每 
个 步骤 之 间 均 经 PBS 清洗 3 遍 ,所 有 反应 过 程 都 在 
室温 下 进行 。 对 照 组 以 正常 血清 替代 特异 性 一 抗 ， 
其 反应 结果 均 为 阴性 。 
1.3 自然 凝 胶 系 统 电泳 

取 损 伤 后 2 周 的 坐骨 神经 远 侧 端 , 置 于 样品 组 
WEE (50 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
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EDTA, 0.5 mmol/L Phenylmethylsulfonyl Fluoride, 
pH7.6) F1 573€ 30 min ,然后 用 15 000 g 离心 6 min, 
弃 沉 淀 。 将 样品 收集 保存 于 - 70 乞 内 待 用 。 全 部 操 
作 过 程 均 在 4 乞 下 进行 。 样 品 在 20% 自然 凝 胶 系 统 
(2096 41 BS BE . 3096 V3 RS BE HE TE E 6.66 mL,1.5 mol/ 
L Tris-HCl pH8.8 2.5 mL, 10% SDS 0.1 mL, TEMED 
0.005 mL, ŽRK 0.69 mL; 396 TÉ 58 IE - 3090 P3 48 BE 
腑 溶液 1 .0 mL, 1.5 mol/L Tris-HCl 2.5 mL, 10% SDS 
0.1 mL, TEMED 0.005 mL, 2&48 7K 6.35 mL) rP ra ik 
分 析 , RB RE ER 2S8 (Olsson et al ., 1988). 
1.4 电泳 区 带 胶 与 神经 元 联合 培养 

将 1~4 日 龄 的 新 生 SD 大 鼠 , 在 麻醉 无 菌 下 取 
材 。 取 出 其 缘 根 神经 节 , 收 集 于 RPMI 1640 培养 基 
内 。 用 0.1% 胰 酶 (溶解 于 无 Ca? * , Mg? * 离子 的 磷 
酸 缓 冲 液 之 中 ) ,在 370W 1E 20 min , £8 ETE DC TT Fs 
即 能 获得 细胞 悬 液 。 然 后 低速 离心 1 000 r/min H 6 
min, 以 RPMI 1640 洗涤 3 次 后 ,将 细胞 置 于 培养 基 
内 ,再 放置 背 根 神经 节 细 胞 悬 液 于 24 孔 培 养 板 内 ， 
细胞 密度 为 | x 10%mL。 把 损伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 
电泳 胶 条 切割 成 24 个 锋 窄 条 带 { 即 凝 胶 电泳 区 带 蛋 
白 防 条 ) , 植 人 培养 孔 中 与 神经 细胞 进行 联合 培养 ， 
于 37% ,.59: CO; 条 忻 下 培养 48 ~ 72h。 对 照 组 采用 
正常 坐骨 神经 样品 的 电泳 区 带 胶 条 ,其 方法 均 与 实 
验 组 相同 。 


2 S 果 


2.1 神经 组 织 的 联合 培养 

神经 细胞 培养 24 ~ 48 后 、 可 见 到 从 背 根 神 
经 节 (DRG) 发 出 的 神经 突起 ， 选 择 性 地 向 损伤 的 
坐骨 神经 远 侧 端 延 促 ， 而 不 向 其 他 方位 生长 。 在 这 
诱导 性 生长 过 程 中 ， 有 些 神经 元 呈 集 聚 状 态 ， 并 在 
雪 旺 细胞 的 参与 下 向 远 侧 端 作 定向 迁移 。 神 经 细胞 
培养 48~72h， 大 部 分 的 突起 几 达 损伤 的 坐骨 神经 
远 侧 端 ， 有 些 突 起 直接 伸 人 远 侧 端 的 神经 组 织 内 
{图 1}。 此 外 ， 还 可 以 观察 到 有 些 再 生 的 突起 与 从 
远 侧 端 潜 出 的 雪 旺 细胞 相 接触 ， 然 后 在 雪 旺 细胞 的 
引导 下 向 远 侧 端 延伸 【图 2)。 最 快 的 延伸 速度 可 
达 500 ~ 1 000 pm/d。 在 24 例 神经 组 织 联 合 培 养 
中 ， 都 先后 出 现 过 从 背 根 神经 节 发 出 的 突起 选择 性 
地 直接 向 损伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 生长 ， 而 不 向 正常 
的 坐骨 神经 和 其 他 方位 生长 的 现象 。 移 植物 之 间 路 
离 为 500 ~ 2 000 um 的 实验 组 内 ， 均 可 获得 同样 的 
定向 生长 的 实验 结果 。 其 中 间距 为 500 um 的 实验 





组 ， 定 向 性 生长 的 突起 数 明显 多 于 间距 2 000 um 
的 实验 组 。 这 些 现象 握 示 ， 处 于 再 生 状态 的 神经 组 
织 具 有 明显 的 、 较 强 的 诱导 突起 定向 生长 的 作用 。 
成 纤维 细胞 散在 背 根 神经 节 周 围 作 贴 壁 生长 ， 向 各 
方位 不 停 地 蔓延 很 难 确认 成 纤维 细胞 与 神经 突起 
定向 生长 相关 联 的 种 种 迹象 。 
2.2 免疫 细胞 化 学 染色 

选用 抗 神经 徽 丝 蛋白 抗体 对 神经 轴 索 进行 特异 
性 的 免疫 染色 ， 其 结果 显示 神经 细胞 体 与 突起 呈现 
较 强 的 免疫 染色 ， 并 清楚 显示 位 于 背 根 神 经 节 与 损 
伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 之 间 长 达 2 000 um 的 突起 ， 
均 自 背 根 神经 节 发 出 直接 延伸 至 远 侧 端 。 在 此 反应 
中 非 神 经 元 成 分 未 能 着 色 {图 3)。 采 用 专 一 性 针 
对 雪 王 细胞 的 抗 S - 100 抗体 进行 免疫 细胞 化 学 研 
究 ， 其 结果 表明 ， 与 再 生 的 突起 相 接 触 的 雪 旺 细胞 
中 ， 部 分 呈现 S - 100 阳性 ， 部 分 为 阴性 ;而 在 损 
伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 内 及 其 附近 的 雪 旺 细胞 中 ， 大 
多 数 为 S- 100 阳 手 。 这 些 细胞 与 来 自 背 根 神经 节 
的 突起 接触 ， 生 长 着 的 突起 在 雪 旺 细胞 的 引导 下 到 
达 远 侧 端 (图 4)。 
2.3 自然 凝 胶 电 泳 系统 分 析 

本 研究 采用 自然 凝 胶 电 泳 系统 分 析 损 伤 的 坐骨 
神经 远 侧 端 组 织 中 的 蛋白 组 分 ,并 通过 与 正常 坐骨 
神经 组 织 中 的 成 分 相 比较 , 发 现在 损伤 的 远 侧 端 提 
取 物 内 .235 和 18 kDa 区 带 组 分 的 蛋白 含量 明显 增 
高 ,而 在 90 和 65 kDa 区 域 出 现 特异 性 区 带 { 图 5)。 
2.4 ”电泳 区 带 胶 与 神经 元 联合 培养 

为 进一步 探测 在 损伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 组 织 ， 
即 轴 突 衍生 的 部 器 官 中 ， 哪 一 种 蛋白 组 分 与 神经 诱 
向 性 生长 相关 。 本 实验 采用 电泳 区 带 蛋 白 胶 条 与 神 
经 元 联合 培养 技术 。 将 损伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 凝 胶 
电泳 胶带 切 成 24 RERE, ET 24 孔 的 细胞 培 
养 板 内 与 背 根 神经 节 内 的 神经 元 联合 培养 ，72h 后 
在 相差 显 被 镜 下 观察 。 其 结果 是 ， 神 经 元 仅 存活 在 
90 kDa 的 蛋白 区 带 附 近 ， 并 衍生 出 长 长 的 神经 突 
起 ,特异 性 地 向 胶 条 内 延伸 {图 6)。 在 其 他 区 带 
中 未 能 发 现 神 经 元 的 存活 与 生长 的 现象 。 对 照 组 采 
用 正常 坐骨 神经 的 提取 物 进行 电泳 ， 其 实验 条 忻 与 
实验 组 相同 ， 人 得 未 发 现 神 经 元 存活 与 生长 现象 。 无 
疑 ， 该 实验 结果 提示 损伤 后 的 神经 组 织 中 ，90 kDa 
区 带 内 的 蛋白 组 分 与 神经 再 生 过 程 中 的 诱导 性 生长 
密切 相关 。 
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图 1 ~4, 5 周转 神经 再 生 这 程 中 部 器 官 的 诱 血性 作用 (标尺 = 100 pm) 
Figs.1-4, 6 Neurotropic effect mechanism of target on peripheral nerve regeneration (bar = 100 pm) 

1. 损伤 的 坐骨 杭 经 远 侧 端 (D), EREA (N) S MR (DRC) CE EAE 72h. PESE EEG FE YE BS BA uc 39. [The 
degenerated distal stump of sciatic nerse (D), the normal sciatic nerve (N) and the dorsal root ganglia | DRG) were co-cultured for 72 
hours. The neurites from the ganglion extended selectively towards the degenerated distal stump. ) 
2. 再 生 的 神经 突起 进入 损伤 的 坐骨 神经 远 侧 端 内 ， 与 来 自 远 侧 端 的 委 旺 细胞 发 生 绢 胞 间 相 互联 系 [The regenerative nearites 
extended towards the degenerated distal stump of sciatic nerve and the cellular interrelation occurred from the distal Schwann cells. | 
3. guM ES ACE BL EE FE os. MAFRA (DRC) 发 生 的 突起 直达 远 侧 端 《D) [The antibody response of the nenrofilament 
praein showed that the neurites coming from the dorsal root ganglia ( DRG) reached directly towards the degenersted distal stump <0). ] 
4. ți S - 100 抗体 的 免疫 细胞 化 学 显示 远 制 端 内 及 附近 的 雪上 旺 氏 细胞 大 多 数量 S 100 阳性 [Immuno-cylochemisty of the $— 100 
antibody showed that Schwann cella in the degenerated distal stump and about expressed mostly 5 - 100 positive. ] 
6. THE ERTS BEA ES LIS IB EC AREE OBL, WARE REH KA 90 kDa 蛋白 区 带 [Neurons of the dorsal root ganglia end the 
electrophoresis strips were co-cultured. The neurites showing arrow elongated directly towards the 90 kDa protein gel. ]. 
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图 5 BEBE ABK 
Fig.5 Native polyacrylamidegel electrophoretogram 
fits A EERRERGE ROLE BENUPT (D), EAER (N), 90 
kDa [X 48 E WE a k E or [The extract of the degenerated distal 
stump of sciahe nerve (D) and normal sciatic nerve (N) were 
showed. The placement of 90 kDa strip was indicated by arrow. ]« 


3 i it 
3.1 神经 趋向 性 生长 

20 世纪 初 ，Forssman (1900) 和 Cajal et al. 
(1928) 曾 提出 神经 趋向 性 生长 的 学 说 ， 即 : 在 周 
国 神 经 被 切断 之 后 ,其 远 侧 断 端 具有 明显 的 诱导 轴 
索 再 生 的 作用 ， 其 可 能 的 机 制 是 远 删 断 端 中 雪 旺 细 
胞 产生 一 种 可 溶性 非 脂 类 物质 诱导 促进 近 端 轴 突 的 
生长 与 定向 。1928 年 Politis et a. Rit Y MERS 
应 用 在 动物 实验 中 ， 从 显 微 解 剖 水 平 又 一 次 揭示 再 
生 的 神经 轴 索 ， 朝 向 远 侧 断 端 生长 这 一 神经 诱 向 再 
生 现 象 。1944 年 Weiss et al. 又 以 细胞 培养 和 动物 
实验 的 方法 探索 神经 趋向 性 生长 的 现象 ， 但 多 次 实 
验 未 能 成 功 。 为 此 ， 人 忆 们 对 神经 趋向 性 再 生 的 学 说 
给 予 了 还 烈 的 择 击 〈【Lundborg，1987)。 以 后 ， 
Brushartt & Seiler (1987), Mackinnon (1989 )、 
Seckel et al. (1986) U Y RUE SE EE TELE D ES 
段 相 继 获得 “神经 趋向 性 生长 ”的 实验 结果 。 进 一 
步 说 明 周 围 神经 损伤 之 后 ， 再 生 的 近 删 端 神经 轴 突 
长 人 其 远 删 断 端 ， 到 达 轴 突 衍 生 的 靶 器 官 。 本 研究 


设计 以 背 根 神经 节 与 损伤 后 的 坐骨 神经 远 便 端 和 正 
常 坐 骨 神 经 组 织 联合 培养 的 技术 路 线 ， 从 细胞 水 平 
直接 揭示 神经 再 生 过 程 中 的 诱 向 性 生长 现象 。 观 察 
到 从 背 根 神经 节 发 出 突起 直接 长 人 远 侧 端的 神经 组 
织 ， 显 示 出 选择 性 定向 生长 的 嗜 神经 组 织 特 异性 、 
区 域 特异 性 及 终 未 器 官 特异 性 的 特征 。 为 神经 趋向 
性 生长 经 典 学 说 的 完善 提供 了 切实 可 车 的 依据 。 
3.2 神经 化 学 诱 向 性 生长 

Thomas( 1966) 、Millesi( 1990) 的 研究 提示 ,一 旦 
周转 神经 损伤 之 后 ,其 远 侧 断 端 立即 发 生 明 显 的 
Wallerian' s 变性 , 轴 突 和 钵 鞘 退 变 ,和 怖 解 并 被 清除 。 
非 神经 元 细胞 如 雪 旺 细胞 、 神 经 内 膜 细胞 ,成 纤维 细 
胞 及 巨星 细胞 受 神经 营养 性 因子 与 神经 趋向 性 因子 
的 共同 影响 ,合成 与 分 说 各 式 各 样 的 可 溶性 活性 因 
子 , 为 神经 再 生 提 供 合适 的 微 环境 。 本 研究 揭示 , 神 
径 化 学 诱 向 性 生长 过 程 中 ,损伤 的 神经 远 侧 端 , 即 轴 
突 衍 生 的 靶 器 官 组 织 内 会 释放 某 些 化 学 诱 向 性 因 
子 。 为 探索 调节 突起 的 生长 方向 ,笔者 引进 自然 凝 
胶 电 泳 分 析 系 统 与 细胞 培养 相 结 合 的 方法 ,发 现 神 
经 元 能 在 90 kDa 区 带 部 位 存活 、 生 长 ,其 神经 突起 
沿 着 凝 胶 电泳 蛋白 区 带 的 方向 延伸 ,显然 该 结果 提 
示 90 kDa 的 蛋白 组 分 具有 神经 化 学 诱 向 性 作用 。 
其 可 能 的 作用 机 理 是 ,在 神经 再 生 过 程 中 ,从 轴 突 衍 
生 的 技 器 官 内 会 释放 神经 化 学 诱 向 因子 ,这 些 物质 
以 化 学 浓度 梯度 的 形式 向 外 扩散 ,并 作用 于 突起 和 
生长 锥 膜 表面 的 相关 受 体 ,从 而 产生 电化 学 效应 , 促 
使 生长 锥 诱导 轴 突 选择 性 她 定向 迁移 到 达 其 靶 器 
官 。 
3.3 ”周围 神经 的 神经 元 与 雪 旺 细胞 间 的 相互 作用 

周围 神经 受 损伤 之 后 ， 处 于 静止 状态 的 雪 旺 细 
胞 活路 起来， 反应 性 地 分 裂 增 殖 ， 分 泌 神 经 营养 因 
T, 产生 细胞 外 基质 及 细 跑 粘连 分 子 等 ， 辅 动 损伤 
的 神经 轴 突 近 侧 端 长 入 远 侧 端 ， 重 新 支配 轴 突 衍生 
的 靶 器 官 ， 对 神经 元 及 其 突起 起 到 了 营养 和 修复 的 
作用 (Wang et al.，1992)。 从 活体 来 自 远 侧 端 的 、 
未 与 轴 突 相连 的 雪 旺 细胞 构成 神经 基底 膜 和 纵 行 排 
列 的 柱状 细胞 索 带 ， 即 Büngner 带 相 联系 《Salo- 
nen，1987)。 在 两 个 断 端 之 间 生 长 着 的 雪 旺 细胞 分 
为 非 髓 莱 形 成 雪 旺 细胞 和 斤 畏 形成 雪 旺 细胞 ， 前 者 
的 增殖 和 突起 的 增加 ， 合 成 释放 多 种 活性 因子 刺激 
与 诱导 轴 突 的 生长 ; 而 后 者 与 再 生 轴 突 一 起 ， 迅 速 
t 25 58 2x B XH DLE Rs SR HE (Jessen et al., 
1985)。 本 研究 中 还 发 现 ， 与 神经 再 生 的 突起 相 联 
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系 的 迅速 向 远 侧 端 迁移 的 这 些 雪 旺 细胞 仅 部 分 呈现 
S-10 蛋白 阳性 ， 而 从 机 和 伤 的 远 便 端 潜 出 的 雪 王 
细胞 大 多 呈现 S$ - 100 蛋白 阳性 。 据 此 提出 于 围 神 
经 的 再 生 受 神经 远 侧 端 的 调节 和 控制 ， 通 过 神经 元 
与 神经 胶 质 细胞 之 间 的 识别 和 相互 作用 ， 协 助 再 生 
的 神经 突起 向 突起 衍生 的 拔 器 官 延伸 以 重建 神经 再 
支配 。Thomas (1964) HAREA. 神经 再 生 过 程 
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中 ， 部 分 雪 旺 细胞 形成 Büngner 5 MANE RH 
X. Martini et ol. (1992). BESESE SR 3E MB, KAMPE 
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为 若干 亚 型 ， 各 亚 型 间 的 免疫 学 特征 和 生物 学 特征 
还 有 待 于 进一步 深入 研究 。 
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Neurotropic Effect Mechanism of Target on Peripheral Nerve Regeneration 
ZHU Dao-L i 
( Department of Life Sciences and Technology, Nantong Normal College, Nantong 226007, China) 


Abstract; The neurotropic effect of the distal stump of 
transected sciatic nerve on regenerating neurites emerg- 
ing from the proximal stump was investigated in rats by 
the co-culture of excised dorsal root ganglia and seg- 
ments of degenerated and  nondegenerated sciatic 
nerves. In all cultures, neurites from the ganglion ex- 
tended directly towards the degenerated distal stump 
and not towards the undegenerated nerve segment. 
Analysis of the supernatants of nerve homogenate by na- 
tive polyacrylamidegel electrophoresis demonstrated that 
235 and 18 kDa proteins were upregulated in the degen- 


erated distal stumps and that 90 and 65 kDa special 
proteins were expressed by these stumps but not by nor- 
mal nerve. Placement of the individual protein strips in 
dissociated cultures of dorsal root ganglion cells showed 
that the 90 kDa strips possessed strong neurotropic ac- 
tivity. Neurons survived selectively on these strips and 
outgrowing neurites elongated on the strips paralled to 
the direction of the band. It ia concluded that these 
bands contain chemotropic substances, the nature of 
which requires further investigation , 
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